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Jj XE. 8 — 68 FEE [ Bolboschoenoplectus mariqueter (Tang & F. T. Wang) Tatanov] 的 分 类 学 
Hir HEER. AW — pe ERO] RAMA KR SIAN KA, OR 
别 利 用 1 个 核 基 因 〈ITS) 和 5 个 叶绿体 基因 (matK、ndhF、rbcL、trnL 和 trnL-trnF) 的 
DNA 条 形 码 序列 对 海 三 棱 基 草 及 其 近 缘 种 的 4 种 21 批 样品 进行 扩 增 和 测序 ， 然 后 通过 采 
用 相似 性 搜索 算法 对 单一 序列 和 序列 组 合 的 物种 鉴定 效率 进行 评价 ， 最 后 基于 贝 叶 斯 推断 
方法 构建 系统 发 育 树 进行 鉴定 分 析 。 结 果 表 明 : (1) ITS + matK 序列 组 合 的 物种 鉴定 成 功 
率 最 高 ， 为 71.4%， 可 实现 海 三 棱 芒 草 及 其 近 缘 种 的 种 间 区 分 、 鉴 定 ， (20 基于 ITS + 
matK 序列 组 合 构建 海 三 棱 芒 草 及 其 近 缘 种 的 系统 发 育 树 ， 结 果 表 明 同 一 物种 的 样品 聚集 度 
HUT. ZRET- i A) [Bolboschoenus (Asch.) Palla] HI Wat RA sc, Wik Bk AR 
[Schoenoplectus (Rchb.) Palla] 4] #47 JF, HL if = te E& E 5j E YE = dé "€ [Bolboschoenus 
maritimus (Linnaeus) Palla] 形 成 单 系 。 综 上 所 述 ，ITS  matK FF 9J28 A EAE = ps R8 E 
BHU AD RIS XE EAR TE Se, ME TU AS IIS SCPE = BRB EA IA 20 FEL, 
TKR AS — Be Je rp, REORDER SRA. QURAN — FERE EUR 
其 近 缘 种 的 分 类 学 研究 提供 了 分 子 依据 。 

关键 词 : 海 三 棱 荐 草 ， 近 缘 种 ，DNA 条 形 码 ， 物 种 鉴定 ， 亲 缘 关 系 
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Study on x Bolboschoenoplectus mariqueter and related 


species based on DNA barcoding 


ZHANG Shilan!, WANG Yucen!, LIU Wenliang!?* 

(1. Shanghai Key Lab for Urban Ecological Processes and Eco-Restoration, School of Ecological 
and Environmental Sciences, East China Normal University, Shanghai 200241, China; 2. Institute 
of Eco-Chongming, Shanghai 200062, China) 

Abstract: The taxonomic status of x Bolboschoenoplectus mariqueter (Tang & F.T.Wang) 
Tatanov is still up for debate. To clarify this status and explore its genetic relationship with closely 
related species, the candidate DNA barcode sequences of one nuclear gene (ITS) and five 
chloroplast genes (matK, ndhF, rbcL, trnL and trnL-trnF) were used for PCR amplification and 
sequencing of 21 individuals from four species, including * Bolboschoenoplectus mariqueter and 
its related species. The Basic Local Alignment Search Tool was then applied to evaluate the 
identification efficiency of the screened barcode sequences and sequence combinations. Finally, 
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species identification analyses were performed by constructing a phylogenetic tree using the 
Bayesian inference method. The results demonstrated that: (1) The ITS + matK combination 
showed the highest species-resolving degree of 71.4%, which could achieve interspecific 
differentiation and identification of x Bolboschoenoplectus mariqueter and its closely related 
species; (2) According to the phylogenetic tree based on ITS + matK sequences, samples of the 
same species showed better aggregation and were mostly monophyletic, with x 
Bolboschoenoplectus mariqueter clustered together with all Bolboschoenus (Asch.) Palla 
individuals, rather than Schoenoplectus (Rchb.) Palla species. All x Bolboschoenoplectus 
mariqueter and Bolboschoenus maritimus (A. Nelson) T. Koyama samples formed a monophyletic 
clade. In conclusion, ITS + matK appears to be the best barcode sequence for interspecific 
identification of x Bolboschoenoplectus mariqueter and its related species. Furthermore, x 
Bolboschoenoplectus mariqueter could be a synonym of Bolboschoenus maritimus rather than a 
natural hybrid. This study could establish a theoretical foundation for the taxonomic research on x 
Bolboschoenoplectus mariqueter and its closely related species. 

Key words: x Bolboschoenoplectus mariqueter, related species, DNA barcoding, species 
identification, genetic relationship 


if = Bi EE BL [x Bolboschoenoplectus mariqueter (Tang & F. T. Wang) Tatanov] /& 7» 5 fl 
(Cyperaceae) ， 主 要 分 布 在 长 江河 口 及 杭州 湾 滩涂 ， 曾 被 报道 为 我 国 特 有 的 滩涂 湿地 先 
锋 种 ( 唐 进 和 王 发 赖 ，1965)， 具 有 维持 生物 多 样 性 、 消 减 波 浪 、 固 滩 护 堤 、 促 进 泥 沙 沉降 
和 为 迁徙 越冬 的 水 鸟 提供 栖息 地 等 多 种 生态 功能 ( 朱 晶 等 ，2007，; 陈 秀 芝 和 孙 瑛 ，2011)。 
海 三 棱 荐 草 的 正名 问题 及 其 所 在 属 的 分 类 地 位 一 直 未 能 解决 。 海 三 棱 荐 草 因 其 秆 为 三 
棱 形 ， 花 序 假 侧 生 等 性 状 与 套 草 CScirpus triqueter L.) 相似 ， 而 其 穗 大 和 小 坚果 表面 网 纹 
SEVER XC 5j p FERE (Scirpus planiculmis Fr. Schmidt) THU, X VEE SCRI FERE SEIT] AA 
杂交 种 即 Scirpus x mariqueter Tang et F. T. Wang A xe (JG HEA EAH, 1965); BEES FJA 
(Scirpus L.) RAZOR BAA, SREB ROI 2] AF Y= Be BEL DIS EE 
TE AM Jin TT EE EK RI ZY BI) AS E RIS S BEK A JE [Schoenoplectus (Rchb.) Palla] fU = Tz = JE 
[Bolboschoenus (Asch.) Palla], ZEF oc Fl AEE = 18 kK A[Schoenoplectus triqueter 
(L.) Palla] ji FF = E [Bolboschoenus planiculmis (F. Schmidt) T. V. Egorova]; Tatanov (2007) 
FEU T = e ER S ys n] ZR ARR. JEEE T AN AR AGIS x Bolboschoenoplectus Tatanov , 
此 海 三 棱 荐 草 的 学 名 变更 为 [x Bolboschoenoplectus mariqueter (Tang & F. T. Wang) 
Tatanov](Dai et al., 2010). Koyama (1980) Scirpus x mariqueter 作为 Bolboschoenus 
planiculmis INFRA, WAY = pe ER BER A ERI —À Be E] RR ES YB DU FECI RIA 
WEE, HER) TY pO ROT AC IML T 8E — be EE FU A EP RAK 2) DT P e 
Yang 等 (2009; 2013) 通 过 AFLP 分 子 标记 技术 和 种 间 杂 交 实 验 分 析 了 海 三 楼 惹 草 与 其 潜在 
亲本 扁 秆 荆 三 棱 和 三 棱 水 殴 的 亲缘 关系 ， 实 验 结果 表明 海 三 棱 荐 草 非 杂 交 起 源 ， 且 与 扁 秆 
荆 三 棱 的 亲缘 关系 更 近 ， 但 作者 未 明确 界定 二 者 是 否 为 独立 的 物种 。 另 外 ， 前 人 还 采用 
AFLP 分 子 标记 技术 和 微 卫 星 标 记 技 术 揭 示 了 扁 秆 研 三 棱 和 海滨 三 棱 草 [Bolboschoenus 
maritimus (Linnaeus) Palla] 遗 传 结构 的 相似 性 ， 并 在 二 者 分 布 的 重 匡 区 域 发 现 了 大 量 的 杂交 
后 代 ， 但 这 些 个 体 无 法 通过 分 类 函数 进行 明确 的 物种 界定 (Zhou et al., 2009; PiSova et al., 
2017)。 研 究 表明 ， 三 棱 草 属 植物 果实 的 横 切 面 形 状 和 果皮 的 厚度 是 重要 的 种 间 鉴 别 特征 
(Hroudová et al., 2007; Píšová et al, 2017)。 宋 晨 薇 等 (2019) 通 过 观察 比较 海 三 棱 荐 草 及 其 近 
缘 种 的 果实 形态 和 果皮 微 结构 特征 ， 发 现 海 三 棱 若 草 在 果实 形态 和 果皮 厚度 上 与 扁 秆 研 三 
棱 明 显 差 异 而 与 海滨 三 棱 草 相似 ， 因 而 推论 其 为 海滨 三 校 草 水 滨 亚 种 [Bolboschoenus 


n 


maritimus subsp. paludosus (A. Nelson) T. Koyama] 5:4. £x E, XTE — Be EE CH ith 
位 及 其 与 近 缘 种 的 亲缘 关系 仍然 需要 进一步 探究 。 

2003 £, Hebert 首次 提出 了 DNA 条 形 码 技术 ， 即 利用 一 段 公 认 的 、 标 准 的 、 易 于 扩 增 
的 且 具 有 足够 变异 的 短 DNA. 片段 来 实现 对 物种 的 快速 鉴定 (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 
2003b)。 经 过 20 年 的 发 展 ，DNA 条 形 码 技术 已 经 成 为 了 生命 科学 研究 中 发 展 最 迅速 的 方 
向 之 一 ， 在 植物 物种 鉴定 及 分 子 系统 学 研究 领域 彰显 出 广阔 的 应 用 前 景 (Costion et al., 2011; 
Li et al., 2015; Hu et al., 2022)。 目 前 DNA 条 形 码 技术 已 被 广泛 应 用 于 莎 草 科 植 物 的 鉴定 、 
系统 发 育 关 系 和 演化 历史 的 研究 中 ， 并 且 取 得 了 一 定 的 成 果 (Yen & Olmstead, 2000; Starr et 
al., 2009; Clerc-Blain et al., 2010; Glon et al., 2017; Léveillé-Bourret et al., 2020) 。 但 关于 海 三 
T RE EE FOE EC RD S T HEAT Fr BER OD ARE FE Je s VERA BEL TRAE XE T6 ET ERE 
性 保护 的 基础 和 前 提 (Vane-Wright et al, 1991). KINE = pe RE LAY BLE 48 ce — Ee s FELT 
系统 发 育 重建 及 分 类 学 研究 具有 重大 的 理论 意义 和 实际 价值 。 

本 研究 通过 选用 6 组 候选 序列 ATS, matK. ndhF, rbcL, trnL 和 trnL-trnF) 对 海 三 棱 
FE SE EC 3 个 近 缘 种 共 21 个 样本 进行 DNA 条 形 码 研究 ， 通 过 比较 分 析 扩 增 序列 的 特征 、 
种 内 种 间 变 异 率 和 鉴定 成 功率 等 指标 ， 评 佑 不 同 候选 序列 及 其 组 合 的 物种 分 辨 能力 ， 拟 得 
选 出 适用 于 海 三 棱 基 草 及 其 近 缘 种 鉴定 的 最 佳 DNA 条 形 码 序列 ， 同 时 基于 建树 法 进行 系 
统 发 育 分 析 ， 进 一 步 探 讨 海 三 棱 荐 草 与 其 近 缘 种 之 间 的 关系 ， 以 期 为 海 三 棱 荐 草 的 分 类 学 
研究 提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

ASR FEE BUR = pi RS SE [x Bolboschoenoplectus mariqueter (Tang & F. T. Wang) Tatanov] 及 
其 3 个 近 缘 dE i FER] — Be [Bolboschoenus planiculmis (F. Schmidt) T. V. Egorova]、 海 滨 
= = [Bolboschoenus maritimus (Linnaeus) Palla] il jf] — e [Bolboschoenus yagara (Ohwi) Y. C. 
Yang & M. Zhan] 总 共 21 份 样本 作为 研究 材料 〈 表 1) ， 本 研究 中 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 的 
形态 特征 及 地 理 分 布 比较 详 见 表 2、 表 3。 
表 1 标本 信息 

Table 1 Information of collected samples 

物种 采集 地 凭证 标本 采集 人 采集 日 期 


Species Locality Specimen Vouchers Collector Date 


Xu20161017-1 
Xu20161017-2 


1E — BERE E 
x ERS BA ZR E Xu20161017-3 mem 
Bolboschoenoplectus Chongming Xu20161017-4 PR i 20161017 
i XU Xiao 
mariqueter Dongtan Xu20161017-5 
Xu20161017-6 
Xu20161017-7 
Js ET Hl = 上 海 辰 山 植 物 园 D1120180624-1 邓 玲 丽 20180624 
Bolboschoenus Shanghai Chen D1I20180624-2 DENG 
planiculmis Shan Botanical DII20180624-3 Lingli 


Garden 
D1I20180624-4 


D1I20180624-5 
D1I20180624-6 


新 疆 阿 勒 泰 市 乌 
海滨 三 棱 草 伦 古 湖 Sewe LoD a stil 
B. maritimus Ulungu Lake, Altay Scw20180918-3 SONG 
City, Xinjiang Scw20180918-4 Chenwei 
Scw20180918-5 
HR 新 疆 清河 县 塔 克 Scw20180914-1 
B. yagara 什 肯 镇 Scw20180914-2 TR ine Hk 
Takeshiken Town, Scw20180914-3 SONG | 
Qinghe County, Chenwei 


A 2d MEER 


Xinjiang 


$Scw20180918-1 


的 形态 学 特征 比较 


Table 2 Morphological feature comparison of x Bolboschoenoplectus mariqueter and related 


20180918 


20180914 


species 
Ta AT HA = BB Tg — PTR BE 海滨 三 棱 草 HR STRIKE 
Bolboschoenus x Bolboschoenoplectus Bolboschoenus Bolboschoenus Schoenoplectus 
planiculmis mariqueter maritimus yagara triqueter 
TF 秆 单 生 ， 高 60~ 秆 单 生 ， 高 20~90 FAE, m 25 ~ FAE, m70 秆 散 生 ， 高 20~ 90 
Culm 100 m, #= cm, HZR; 平滑 40cm, HoH;  —150cm, w= m, W=; 光 
形 ; 平滑 Culms solitary from a 平滑 校 形 ; F; 8; Culms solitary, 
Culms solitary tuber, 20 ~ 90 cm tall, Culms solitary from Culms solitary erect, 20 ~ 90 cm 
from a tuber, 60 ~ sharply 3-angled, a tuber, 25 ~ 40 cm from a tuber, 70 tall, obtusely 3- 
100 cm tall, sharply smooth tall, sharply 3- ~ 150 cm tall, angled, smooth 
3-angled, smooth, angled, smooth sharply 3- 
angled, smooth 
E3 AARKBK, AWAaRKAK, AK AARKSAK, Rho AAR KA AAMKAK, T 
Rhizome AR RR AZ RS 球状 块茎 K, RRRA 球状 块茎; 

; Rhizomes long Rhizomes long creeping, Rhizomes long 2; Rhizomes Rhizomes long 
creeping, terminated by a small creeping, terminated long creeping, creeping, without 
terminated in a ovoid tuber by a small ovoid tuber globose to tuber 

globose tuber tuber depressed 
( obovoid 

IW 4~6， 叶 基 生 和 1~2， 常 退化 ，2~3 1~2， 常 退化 , 2~ "p Æ ^E T 1~2， 常 退化 ，1.5 

Leaf 秆 生 ， 条 形 ， 叶 mm 宽 6 mm 宽 Æ, 5~10mm ~2mnm 宽 ; 
片 扁 平 ，2 ~5 mm 1~2,usually leafless,2 1 ~ 2, usually 宽 ; 1 ~ 2, usually 
宽 ， 基 部 具有 长 ~3m wide; leafless, 2 ~ 6 mm Basal leaf and leafless, 1.5 ~ 2 mm 
"gs wide culm, 5 ~ 10 mm wide 
4 — 6, Leaves basal, wide 
leaf blade linear, 2 
~ 5 mm wide, base 
with long leaf 
sheath; 

tu HREF 23. 区 片 2， 一 枚 为 秆 的 延 苞 片 2， 一 为 秆 的 BWH3~4, HW 苞 片 1， 为 秆 的 延 

Involucral bract 长 于 花序 伸 ， 较 小 穗 长 很 多 ， 另 延伸 ， 较 小 穗 长 很 ”和 常 长 于 花序 ; 长 ， 较 小 穗 长 很 
Involucral bracts 2 一 枚 与 小 穗 近 等 长 多 ， 另 一 枚 稍 长 于 Involucral bracts 多 Bract 1, 
~ 3, leaflike, Involucral bracts 2, one ”小 穗 或 与 小 穗 等 长 3 or 4, leaflike, elongated culm, 
often surpassing is a continuation of Involucral bracts 2, usually longer longer than 
inflorescence0 culm, much longer than one is a continuation than spikelets; 

spikelet, the other bract inflorescence 


is nearly as long as the 
spikelet 


of culm, much longer 


than  spikelet, the 


other slightly longer 


than or equal to the 


花序 


Inflorescence 


n Œ (Dai et al., 


2010; Liang 
al.2010) 
Spikelet 


]i Ed 
kt 心心 


Stamen 


MESS 
Pistil 


et 


长 侧枝 聚 伞 花 序 
短 缩 成 头 状 ， 项 
生 ， 偶 有 辐射 枝 
Inflorescences 
capitate or simple 
paniculate; rays 1 
to few 


JANE I~ 6 
ON JÉ Bk X 
JÉ ; ik 
JÉ » 68 mm 长 , 
有 1 条 脉 ， 顶 端 具 
BADIA SAU. A 
Ti; 下 位 刚毛 4~ 
6, RAR, KA 
小 坚果 的 1/2 ~ 
2/3， 易 脱落 
Inflorescences of 1 
~ 6 sessile 
spikelets, ovoid to 
oblong-ovoid ; 
glumes oblong to 
elliptic, 6 — 8 mm, 
1-veined costa 
projected beyond 
apex forming an 
awn; 

Perianth bristles 4 
~ 6, retrorsely 
scabrous 1/2—2/3 as 
long as  nutlet, 
caducous 

MESS 3, EARE 
Stamens 3; anthers 
linear 


Edu 


ZEE 
RS 
k mu 


花柱 细 长 ， 柱 头 
2; Style slender; 
stigmas 2 


花序 假 侧 生 ，1 ~ 2.5 cm 
长 

Inflorescence 
pseudolateral, 1 ~ 2.5 
cm long 


小 穗 宽 卵 圆 形 ， 无 柄 ， 


通常 1 个 ， 偶 见 2~3 
个 ， 鲜 片 外 形 ， 6-8 
mm 长 ; 中 脉 伸 出 顶端 呈 
短 尖 ; 下 位 刚毛 4， 长 
为 小 坚果 的 1/2 ~ 2/3, 
有 具 倒 刺 ， 易 脱落 


Spikelets broadly ovate, 
sessile, usually l, 
occasionally 2 ~ 3; 
glumes ovate, 6 ~ 8 mm, 
l-veined costa excurrent 
into an awn; 

perianth bristles 4, 1/2 ~ 
2/3 as long as nutlet, 


retrorsely scabrous, 
caducous 

Stamens 3 
花柱 细 长 ， 柱 头 2 


Style slender; stigmas 2; 


spikelet 


头 状 花 序 ， 很 少 具 
有 辐射 枝 
Inflorescences 


capitate, rarely with 
short rays 


小 穗 宽 卵 圆 形 ， 无 


长 侧枝 聚 伞 花 
序 简单 ， 具 3 ~ 
8 个 辐射 枝 ， 辐 
射 枝 最 长 达 7 
cm， 每 个 辐射 
枝 具 1~3 个 小 
穗 
Inflorescence a 
simple  anthela; 
rays 3 ~ 8, 
unequal, to 7 
cm, each 
terminated by a 
single 

spikelet or a 
cluster of 3 
spikelets 


NFR 1~3, 长 


Eu 


TW. XE 1S, fS BUE. JS 
见 2~3 个 ; WEA ON 鳞片 长 圆 形 ， 
形 ，5~8m 长 ,中 IZ 7 m, dH 
Hk fü E Tu St 4o 面具 有 一 条 中 
R; 下 位 刚毛 4~ Hb. M wg A 
6， 长 为 小 坚果 的 Ts 下 位 刚毛 
1/2, AAR, X 6, JL's/ TER 
落 等 长 ， 具 倒 刺 
l, rarely2 ~ 3 sessile Sessile spikelets 
spikelets, ovoid to 1 ~ 3 oblong; 
narrowly ovoid; glumes oblong, 
glumes oblong-ovate, ca. 7 mm, l- 
5 ~ 8 mm long, l- veined costa 
veined costa projected 
excurrent into an beyond apex 
awn; forming a 
perianth bristles 6, recurved 
ca. 1/2 as long as scabrous awn; 
nutlet, retrorsely perianth bristles 
scabrous, caducous 6, as long as 
nutlet; retrorsely 
scabrous, 


MESS 3, 花药 线 状 
椭圆 形 

Stamens 3; anthers 
linear-oblong 
花柱 细 长 ， 柱 头 2 
或 3; Style slender; 
stigmas 2 or 3 


persistent up to 
maturity 
MESS 3， 花 药 线 
形 

Stamens 3, 
anthers linear 
花柱 细 长 ， 柱 
3k 3; 
Style 
stigmas 3 


slender; 


fi BAAS UL c BR SE HE 
序 假 侧 生 ， 有 1~8 
个 辐射 枝 ， 辐 射 枝 
三 棱 形 ，， 长 可 达 


scm， 每 辐射 梳 顶 
端 有 1 ~ 8 个 复生 
的 小 穗 

Inflorescence a 
simple pseudolateral 
anthela, rays 1 ~ 8, 


to 5 cm long, 
bearing 1 ~ 8 
spikelets or 


congested in a 
headlike cluster 


\ FE 3 —20, Ki 
We; 鲜 片 长 圆 形 、 


HH E FZ Be FE ON FZ, 
K3~4m, Tj 


有 具 一 条 中 肋 ， 稍 延 
伸 出 顶端 呈 短 尖 ; 


3 ~ 20 spikelets ， 


oblong; glumes 
oblong, elliptic, or 
ovate, 3 ~ 4 mm 
long, apex 
emarginate to 


rounded with a costa 
excurrent into a 
mucro; 

perianth bristles 3 ~ 
5, a few length or 
slightly longer than 
small nuts, agnail 


雄蕊 3, EARE 
Stamens 3, anthers 
linear; 


花柱 短 ， 柱 头 2; 
Style short, stigma 2 


果实 MMA; KMA WAR: MAH MK: 表面 纹饰 ZSRR: KA PAK: 表面 纹饰 
Nutlet (Hroudová 饰 网 状 ; 外 果皮 W: 外 果皮 为 中 果皮 厚 MWR: 外 果皮 为 纹饰 网 状 ; 外 平滑 型 ， 外 果皮 极 
et al, 2005; RO 与 中 果皮 近 等 厚 — 度 的 2 信 果皮 厚度 的 2 倍 ”果皮 极 薄 ， 为 ” 薄 ， 为 中 果皮 厚度 
展 微 等 ，2019)  Biconcave; Biconvex; Biconvex; 中 果皮 厚度 的 的 1/8 
achene surface achenes surface with  achenes surface with 1/8 Plano-convex; 
shows a well well-visible polygonal  well-visible Triangular; surface decoration 
visible polygonal network structure; polygonal network surface smooth type; The 
network structure; exocarp mostly ca twice structure; ornamentation outer pericarp is 
exocarp as thick as mesocarp exocarp mostly ca with a fine very thin, 1/8 of the 
approximately twice as thick as network; thickness of the 
as thick as mesocarp exocarp is very middle pericarp 
mesocarp thin, exocarp 
thickness ca 1/8 
of mesocarp 
thickness 
d 3 dg — pe TA HAI Be oy n e 
Table 3 Habitat and distribution area of x Bolboschoenoplectus mariqueter and related species 
JR FF FP = BS 1 = pa RR EE 海滨 三 棱 草 Hl — Ee ZRK 
Bolboschoenus x Bolboschoenus Bolboschoenus Schoenoplectus triqueter 
planiculmis Bolboschoenoplectus maritimus yagara 
mariqueter 
Ei 内 陆 淡 水 生境 ( 河 沿海 沼泽 ， 内 陆 湖 沿海 沼泽 ， 内 陆 湖 、 河 浅水 中 ; ”淡水 或 盐 沼 湿地 ; 
Habitat i. Ax 滨 、 河 岸 等 ; 湖滨 、 河 岸 等 ; Lake, Freshwater habitats or 
Freshwater habitats Coastal marshes, Coastal marshes, riverbanks, brackish habitats; 
(river, lake), mostly inland lakeside, saline lakeside, shallow ditches; 
inland; riverbank; riverbank; 
分 布地 ( 梁 中 国 ( 黑 龙 江 、 吉 中 国 〈 内 蒙古 、 河 中 国 (上海 、 新 中 国 (黑龙 PR eR. XURGL. d 
cT4£,2002) ^. XT. WE 北 北京、 山西 、 江 SÉ. GO . ED YD. £M. XD dk. XT. WEG. S] 
Distribution m, iP, Wiks zs EA WMI) HE. HR. R? 宁 、 内 蒙古 、 北 、 山 西 、 山 东 、 河 南 、 
alid. db x. AGE. P$] China (Inner 斯 非洲、 西南 河北 、 山 东 、 陕西、 宁夏、 甘肃 、 青 
南 、 山 东 、 江 苏 、 Mongolia, ”Hebei， 亚 、 大 西洋 岛 河南 、 新 疆 、 海 、 新 疆 、 安 徽 、 江 苏 、 
安徽 、 上 海 、 浙 Beijing, Shanxi, 屿 、 欧 洲 、 北 美 安徽 、 江 苏 、 ” 浙江、 湖南、 湖北 、 四 
江 、 江 西 、 湖 北 、 angsu Shanghai 洲 和 南美 洲 、 太 浙江 、 湖 南 、 川 、 重 庆 、 云 南 、 西 藏 
广西 、 云 南 、 重 jene) 平 洋 岛屿 ; 湖北 、 贵 州 、 福建 、 台 湾 、 广 东 、 广 
庆 、 陕 西 、 宁 夏 、 China (Shanghai, 云南 ) 、 朝 西 )、 俄 罗斯 、 日 本 、 朝 
甘肃 、 青 海 、 新 Xinjiang, Taiwan), 鲜 、 日 本 ; 鲜 ， 中 亚细亚 、 欧 洲 、 美 
疆 、 台 湾 ) . A Afghanistan, India, China ils 
本 、 朝 鲜 Japan, — Russia, (Heilongjiang, China (Beijing, 
China (Heilongjian Amica, pou ee t Jilin, Liaoning, Heilongjiang, Jilin, 
m uer ongjiang, Asia Atlantic li TE ; 
Jilin, Liaoning, Inner Islan ds. Europe Inner Mongolia, Liaoning, Inner Mongolia, 
Mongolia, Shanxi, : Pe, Hebei, Hebei, Shanxi, Shandong, 
Hebei Beijin North and South Shandong, Henan, Shaanxi, Ningxia, 
es ec Jng, America, Pacific . . . .。 
Tianjin, Henan, Islands: 7 Henan, | Gansu, Qinghai, Xinjiang, 
Shandong, Jiangsu, i Xinjiang, Anhui, Anhui, Jiangsu, Zhejiang, 
Anhui, Shanghai, Jiangsu, Hunan, Hubei, Sichuan, 
Zhejiang, Jiangxi, Zhejiang, Chongqing, Yunnan, 
Hubei, Guangxi, Hunan, Hubei, Xizang, Fujian, Taiwan, 
Yunnan, Chongqing, Guizhou, Guangdong, Guangxi), 
Shaanxi, Ningxia, Yunnan), Russia, Japan, Korea, 
Gansu, Qinghai, Korea, Japan; Central Asia, Europe, 
Xinjiang, Taiwan), America; 


Japan, Korea 


1.2 实验 方法 


1.2.1 ”植物 基因 组 的 提取 、PCR 扩 增 及 测序 

采用 植物 基因 组 DNA 试剂 合 CTiangen Biotech Co., LTD) 提取 植物 的 总 DNA。 序 列 
扩 增 用 到 的 引物 信息 及 PCR 反应 的 扩 增 程序 见 表 4; PCR 扩 增 采用 100 kL RARR: K 
菌 后 的 ddH2O 69.5uL, TaqBuffer 10 uL, dNTP 8hL， 上 、 下 游 引 物 各 4uL，DNA 模板 
4uL, EX Taq 酶 0.5 uL; 扩 增 完成 后 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 检测 ， 筛 选 出 条 带 清晰 
的 样品 送 到 华 大 基因 公司 进行 双向 测序 。 
1.2.2 ”数据 处 理 


利用 The DNASTAR LaserGene package (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) 中 的 


SeqMan 
JA], XH MEGE7.0 软 


间 的 遗传 距离 ， 评 


L 


<1 


具 进 行 批量 数据 分 析 。 


征 信 息 和 变异 位 点 信息 ; 
价 条 形 码 在 种 内 、 种 间 的 变异 情况 ; IH 
Alignment Search Tool, BLAST 法 ) 考察 分 析 各 条 形 码 候选 序列 的 鉴定 成 功率 ， 
获得 的 全 部 序列 作为 查询 序列 输入 到 GenBank 数据 库 中 ， 利 用 NCBI-BLAST 相似 性 比 对 
! 最 大 的 相似 物种 〈Identity > 95%, H. E Value 


x10?) 与 该 查询 序列 所 属 的 物种 一 致 ， 且 不 包含 其 他 物种 时 则 视 该 物种 鉴定 成 功 ， 反 之 


软件 对 测序 得 到 的 双向 峰 图 进行 校对 、 拼 接 ， 去 除 两 端 
件 进行 多 序列 比 对 ， 利 用 DnaSP 6.0 统计 各 个 DNA 条 形 码 序列 的 特 
基于 K2P (Kimura 2-parameter model) 双 参 数 模型 计算 种 内 和 
有 相似 性 


当 返 回 的 比 对 结果 


则 视 为 鉴定 失败 。 对 于 


成 功 鉴定 出 该 物 


1， 贝 


功 物 种 个 体 数 /总 个 体 数 。 采 用 贝 叶 斯 


峰 图 和 杂乱、 


质量 较 低 的 序 


搜索 算法 (Basic Local 
通过 将 实验 


联合 片段 物种 鉴定 效率 的 计算 ， 在 本 研究 中 只 要 其 中 一 个 片段 能 够 


1 组 合 片 段 也 能 鉴定 出 该 物 


(Liu et al., 2015)， 物 种 鉴定 效率 = 鉴定 成 


表 4 PCR 扩 增 引 物 与 扩 增 程序 


EWE ERA AM, BETTIE RAO. 


Table 4 Polymerase chain reaction amplification primers and procedures 


DNA 条 形 码 
DNA barcoding 


引物 序列 (5′ -3' ) 


Primers sequence (5' -3' ) 


扩 增 程序 


Amplification program 


ITS (White et al., 
1990; Ward et al., 
1998) 


matK (Gilmour et al., 
2013) 


ndhF (Gilmour et al., 
2013) 


rbcL (Shinozaki & 
Sugiura, 1982; 
Olmstead et al., 
1992) 


trnL (Taberlet et al., 
1991) 


ITS4_F: TCCTCCGCTTATTGATATGC 


ITS5 R: 
GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG 


matK-1F: 
CGTCAACAACAATGCTTATATCC 
matK-RL: GCTTTGCCTTGATATCGAAC 


matK-2.5F: TCAATGCTGGRTCCAAGATA 
matK-5R: TTTATGTTTACGAGCCAAAG 
ndhF-A: TATGGTTACCTGATGCCATGGA 
ndhF-B: CCCCATAGAGATATTGAAT 
ndhF-C: TAACAGCATTTTATATGTTTCG 


ndhF-Dl: 
CTATRTAACCRCGATTATATGACCAA 
1F: 
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
724R: TCGCATGTACCTGCAGTAGC 


trnLc: CGAAATCGGTAGACGCTACG 
trnLd: GGGGATAGAGGGACTTGAAC 


94'C 2 min, 25 cycles 
(94°C 30 sec, 42 C 2 
min, 72°C 2 min), 72°C 
10 min 

94°C 2 min, 40 cycles 
(94 °C 30 sec, 47 C 1 
min, 72 'C 1.5 min), 
72'C 8 min 


94'C 2 min, 40 cycles 
(94°C 30 sec, 47°C 1 
min, 72°C 2 min), 72°C 
8 min 


94°C 4min, 38 cycles 


(94°C 30 sec, 45°C 
Imin, 72'C 1.5min), 
72°C 7min 


94°C 2 min, 35 cycles 
(94°C 1 min, 50-55°C 1 
min, 72°C 2 min), 72°C 


8 min 


trnL-trnF (Taberlet et ÁrnLe: GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 94'C 2 min, 35 cycles 

al., 1991) trnLf: ATTTGAACTGGTGACACGAG (94°C 1 min, 50-55°C 1 
min, 72°C 2 min), 72°C 
8 min 


2 结果 与 分 析 


2.1 DNA 条 形 码 候选 片段 的 序列 特征 分 析 

对 海 三 棱 芒 草 及 其 近 缘 种 的 6 组 DNA 条 形 码 候 选 序列 的 进行 统计 分 析 ， 结 果 表 明 〈 表 
5) ， 在 各 条 形 码 中 ，rbcL 序列 最 长 为 1374 bp, trnL-trnF 序列 最 短 为 597 bp; ITS 序列 的 
GC 含量 最 高 ， 而 trnL 序列 的 GC 含量 最 少 。6 个 DNA 条 形 码 片段 的 变异 位 点 数 依 次 排序 
H: ITS > ndhF > matK > rbcL > trnL > trnL-trnF, 18 — EE RE SE E ERROR EA ITS 

序列 变异 位 点 数 远 大 于 其 他 5 个 叶绿体 基因 片段 的 变异 位 点 数 。 
表 5 DNA 片段 长 度 、GC 含量 和 变异 位 点 信息 
Table $ Sequence characteristics of 6 DNA barcodes 


DNA 条 形 FAE GC SNPs 插入 /缺失 ”变异 位 点 变异 率 
码 长 度 E3 点 数 碱 基 数 
DNA Sequence GC% Number Numberof | Number of Percentage of 
barcoding length (bp) of SNPs indels variable sites variable sites % 
ITS 706 61.1 32 3 35 4.96 
matK. 1 188 27.8 4 0 4 0.34 
ndhF 1 038 28.8 6 0 6 0.58 
rbcL 1 374 41.7 2 0 2 0.15 
trnL 597 25.8 1 0 1 0.17 
irnL-trnF 444 27.7 0 0 0 0 


2.2 DNA 条 形 码 候选 片段 的 种 内 、 种 间 遗 传 变异 

理想 的 DNA 条 形 码 序列 种 内 变异 水 平 应 明显 小 于 种 间 变 异 水 平 ( 宁 涉 萍 等 ，2008)。 本 
研究 的 种 内 种 间 K2P 遗传 距离 结果 显示 ( 表 6) ，6 组 DNA 条 形 码 候选 序列 的 种 内 变异 水 
平均 为 0， 除 ITS 序列 之 外 ， 其 余 5 组 DNA 条 形 码 候选 序列 的 种 内 种 间 变 异 均 存在 不 同 程 
度 的 重 登 ， 各 个 条 形 码 种 间 的 变异 大 小 依次 排序 为 ITS > ndhF > matK > trnL > rbcL > 
trnL-trnF . 


表 6 六 组 DNA 条 形 码 候 选 序列 的 种 内 、 种 间 遗 传 差异 分 析 


Table 6 analysis of intraspecific and interspecific divergences of 6 DNA barcodes 


DNA 条 形 码 种 内 变异 种 间 变 异 
DNA barcoding Intraspecific variation Interspecific variation 
ITS 0 0.001 5+0.001 4 ~ 0.045 3 + 0.008 3 
matk 0 ~ 0.003 5 + 0.001 7 


0 

ndhF 0 0 ~ 0.005 9 + 0.002 4 

rbcL 0 0 — 0.001 5 x 0.001 0 

trnL 0 0 ~ 0.001 7 x 0.001 7 
0 


trnL-trnF 0 


2.3 DNA 条 形 码 候选 片段 的 鉴定 效率 评价 

本 研究 采用 BLAST 法 分 析 6 组 DNA 条 形 码 候选 序列 的 鉴定 成 功率 ， 结 果 显 示 〈 表 
7) ， 单 一 序列 的 鉴定 效率 均 未 能 达到 100%，matK 鉴定 成 功率 最 高 为 32.4%， 其 次 是 
ndhF 和 rbcL 均 为 28.6 %, ITS 的 鉴定 效率 为 23.8%，trnL-trnF 和 trnL 片段 的 物种 分 辩 率 
为 0。 组 合 条 形 码 中 ，ITS + matK 的 鉴定 效率 最 高 为 71.4%， 其 次 是 matK + ndhF 和 matK 
+ rbcL 的 鉴定 效率 均 达 到 61.9%， 而 ITS +ndhF、ITS + rbcL. ITS + ( trnL-trnF ) 和 ITS+ 
tn 组 合 的 鉴定 效率 分 别 为 52.4%、52.4%、23.8% 和 23.8%。 
表 7 六 组 DNA 条 形 码 候选 序列 的 鉴定 成 功率 


Table 7 Success rate of six barcode sequences 


DNA 条 形 码 个 体 数 鉴定 成 功率 
DNA barcoding Number of samples Success rate % 
ITS 21 23.8 
matK. 21 52.4 
ndhF 21 28.6 
rbcL 21 28.6 
trnL-trnF 21 0 
trnL 21 0 
ITS + matK 21 71.4 
ITS + ndhF 21 52.4 
ITS + rbcL 21 52.4 
ITS + trnL-trnF 21 23.8 
ITS + trnL 21 23.8 
matK + ndhF 21 61.9 
matK + rbcL 21 61.9 


2.4 遗传 聚 类 分 析 

为 了 探究 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 间 的 关系 ， 本 研究 基于 ITS + matK 序列 构建 了 海 三 棱 
芒 草 及 其 近 缘 种 的 系统 发 育 树 ， 表 8 列举 了 从 GenBank 数据 库 中 下 载 的 外 类 群 的 ITS 和 
matK 序列 信息 。 为 了 评价 核 基 因 和 叶绿体 基因 序列 联合 数据 之 间 的 一 致 性 ， 本 研究 在 
PAUP*4.0b10 上 进行 了 不 相 和 长 度 差 异 检 验 CIncongruence length difference test, ILD Test) 
(Dolphin et al., 2000)。 己 值 是 用 来 衡量 两 组 数据 之 间 是 否 存在 显著 性 差异 (P 二 0.05) 。 本 
研究 中 计算 得 出 了 值 为 1.0， 这 表明 核 基因 ITS 和 叶绿体 基因 matK 序列 数据 之 间 没 有 显著 
性 差异 ， 可 以 联合 进行 分 析 。 本 研究 通过 采用 贝 叶 斯 推断 法 (Bayesian inference, BI) 来 进 
行 多 基因 联合 构 树 ， 该 方法 更 灵活 ， 考 虑 更 加 全 面 ， 构 树 结 果 更 可 靠 (Heled & Drummond, 
2009). ITS 和 matK 序列 联合 矩阵 总 长 度 为 1 839 bp， 变 异 位 点 数 为 39。 系 统 发 育 树 结果 
XB] (图 1) ， 各 分 文 聚集 良好， 大 多 表现 为 单 系 。 外 类 群 两 个 属 的 物种 位 于 系统 树 基 部 ， 
7k ZL J [Schoenoplectus (Rchb.) Palla] 物种 类 群 自 成 一 文 ， 与 三 棱 草 属 物种 类 和 群 
[Bolboschoenus (Asch.) Pallal] 明 显 分 开 ， 后 验 概率 为 1。 三 棱 草 属 物种 类 群 由 海 三 棱 荐 草 及 
其 近 缘 种 组 成 ， 可 以 分 为 三 个 主 支 。 最 大 一 支 包 括 了 所 有 海 三 棱 荐 草 (x 
Bolboschoenoplectus mariguete 六 和 海滨 三 棱 草 (Bolboschoenus maritimus) 的 样本 。 第 二 
AFE Y TTE CB. planiculmis) W 6 SKA, B= SCM A= CB. yagara) 的 所 有 
个 体 组 成 ， 均 获得 较 高 的 支持 率 。 在 ITS + maK FOUMEN ARK AM, ZIRE 
海滨 三 棱 草 聚 在 一 起 ， 和 扁 秆 荆 三 校 的 所 有 样品 聚 成 的 一 支 构 成 姐妹 支 ， 另 外 ， 海 滨 三 棱 
草 的 一 个 个 体 与 海 三 棱 荐 草 聚 为 一 文 ， 但 自 展 值 很 低 ; 荆 三 校 自 成 一 支 ， 与 海 三 核 熙 草 的 
关系 最 远 。 


表 8 来 自 GenBank 的 外 类 群 的 序列 信息 


Table 8 Accession number of outgroup downloaded from GenBank 


Chi nay i 人 /入 匡 
LninaxIV 瑟 人 期 


物种 基因 片段 和 序列 号 
DNA region and GenBank accession number 
Species ITS matK 
Bolboschoenus robustus KC677980 KX036983 
=} 7K A Schoenoplectus triqueter AB206269 MK926068 
=BOKA S. triqueter KC677957 LC655263 
RE Eleocharis atropurpurea GU110759 KX036926 
E. marginulata AY242056 KC123404 
JERR Abildgaardia ovata AB180719 KX036923 
WRH E Fimbristylis dichotoma JX644882 KJ513620 


WAERT Lorledgaurdia ovata 
HERRA AimAristriis dichotoma" 


YERERE Bolhusehoenus maritimus (Scw201 88-1) 


w20180918-3) 


'w20180918-5) 


海 HTT > 
HERRE <2 

[ 海 M x A er (Xu20161017-2) 
047 LOR cte x 8 mariqueter (Xu20161017-6) 


igueter (Xu20161017-1) 


| 0.12 


1 NE HSMR x e mariguerer (Xu20161017-3) 
E MERE > 2 mariguerer (Xu20161017-5) 
(Xu20161017-4) 


WES BREE x* marge 


laniculmis (DIIDOL80G24-1) 
2120180624-5) 


0.05 


0.99 


REER A 
WERL E 如 
Ja EC Se SE A 
AFERI ERE A planiculmis (011201806244) 


20180624-2) 
1120180624-3) 
2II20180624-6) 


O.L 


0.96 0.11 


Salboschavinus robusrus * 


SHE A pagara (Sew20180914-1) 
FSB 2 vagara (Scw20180914-2) 
520180914-3) 


三 楼 水 正 See 
SHER S rigue 


KRK Seocharis atreymrpmrea' 


E marginata * 


分 支 节点 上 的 数值 为 后 验 概率 (PP) 。* 表 示 来 自 GenBank 中 的 序列 。 


The numbers on the branch were posterior probabilities. * represent sequence from GenBank. 


图 135 — pe RR ERU APSE TOTS  matK 序列 构建 的 BI 树 


— Fig. 1 Phylogenetic tree based on ITS + matK sequences constructed using Bayes inference 


method of x Bolboschoenoplectus mariqueter and related species 


3 讨论 与 结论 


由 于 植物 的 进化 历史 复杂 ， 目 前 尚未 发 现 和 动物 CO I 基因 一 样 ， 能 够 用 作 植 物 通用 
条 形 码 的 单一 片段 ， 因 此 从 植物 叶绿体 基因 组 和 核 基 因 组 中 筛选 出 高 效 且 通 用 的 DNA 条 
形 码 候选 片段 一 直 是 困扰 植物 学 家 的 重要 难题 ( 李 德 铁 等 ，2015)。 本 研究 应 用 1 个 核 基因 
片段 CTS) 与 5 个 叶绿体 基因 片段 GnatK«. ndhF, rbcL, trnL 和 trnL-trnF) X15 — Ez ER 
草 及 其 3 个 近 缘 种 进行 DNA 条 形 码 研究 ， 评 估 6 组 候选 DNA 条 形 码 序 列 及 其 组 合 片段 的 
物种 鉴定 能 力 ， 同 时 探讨 海 三 棱 荐 草 与 三 个 近 缘 种 间 的 关系 。 
3.1 不 同 DNA 条 形 码 序 列 在 海 三 棱 芒 草 及 其 近 缘 种 中 的 鉴定 效率 

被 子 植 物 的 ITS 序列 具有 侧翼 高 度 保守 、 找 贝 数 多 、 协 同 进化 快 、 易 于 扩 增 、 测 序 和 
比 对 等 特点 (Baldwin et al., 1995)， 被 广泛 应 用 于 莎 草 科 植物 的 系统 发 育 研究 中 (Okihito et al., 
2005; Shiels et al., 2014)。 本 研究 基于 通用 引物 ITS4ATS5 扩 增 得 到 的 ITS 序列 包含 了 ITS1 
序列 、5.8S rDNA 和 ITS2 序列 三 个 部 分 ， 长 度 为 706bp。 研 究 表 明 ， 该 序列 在 水 莹 属 和 萤 
i) (Schoenoplectiella Lye) 植物 中 的 扩 增 长 度 为 636bp (Shiels et al., 2014), 7E RE T JE fH 
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物 中 的 扩 增 长 度 为 712bp (Jung & Choi, 2010), 55 SMA TATE EE BE Jes FELT] P FC] AE BR eg 
47.3%, EKARA ae il] Js TELA FP ER AS RA 32.4%, TRU TE TRE — B ER Hor ERR A AE RE 
率 仅 为 4.96%， 推 测 可 能 是 由 于 研究 样本 大 小 差异 导致 的 。 同 时 也 表明 了 ITS 序列 在 莎 草 
科 不 同属 中 的 序列 长 度 和 变异 水 平均 有 所 差异 。 

matK 基因 是 叶绿体 基因 组 的 蛋白 编码 区 中 进化 速率 最 快 的 基因 之 一 (Chase et al., 2007), 
但 其 引物 通用 性 还 存在 较 多 争议 ， 不 同 分 类 群体 之 间 往 往 需 要 更 换 多 对 引物 进行 扩 增 
(Fazekas et al., 2008)。 本 研究 共 采 用 了 两 组 通用 引物 进行 PCR 扩 增 ， 得 到 的 matK. 片段 长 
度 为 1 188bp， 该 结果 与 Gilmour 等 2013) 的 研究 结果 基本 一 致 。 本 研究 中 ，ma 丰 片段 在 
海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 中 的 物种 鉴定 效率 为 52.4%， 而 Clerc-Blain 等 (2010) 等 人 的 研究 表 
AA mra 丰 片段 能 够 识别 出 加 拿 大 北极 群岛 上 95% 的 蔓草 属 (Carex L.) #l S/R (Kobresia 
Willd.) 植物 ， 推 测 可 能 的 原因 是 在 上 述 研究 区 域内 同属 近 缘 种 数目 较 少 ， 实 验 过 程 中 对 近 
缘 种 采样 不 充分 导致 Fazekas et al., 2008). 

ndhF 序列 位 于 叶绿体 基因 的 小 单 拷贝 区 (Small Single-copy Region, SSC) ， 有 研究 表 
明 ， 该 序列 5' 端 较为 保守 而 3' 端 变异 较 大 ， 进 化 速率 是 rbcL 基因 的 两 倍 (Kim & Jansent, 
1995)。 本 研究 获得 的 ndhF 序列 长 度 为 1038bp， 与 前 人 的 研究 结果 基本 相符 ， 但 该 序列 在 
海 三 校 熙 草 及 其 近 缘 种 中 的 变异 位 点 数 远 不 及 在 水 欧 属 和 萤 获 属 中 (Gilmour et al., 2013), 
物种 的 鉴定 效率 仅 为 28.6%。 

rbcL 序列 相对 保守 ， 种 间 变 异 小 ， 因 其 强大 的 通用 性 被 广泛 用 于 植物 系统 发 育 研 究 中 。 
但 Starr 等 (2009) 在 使 用 引物 rbcL-a f/ rbcL-a. r 对 草草 属 植物 的 rbcL 序列 进行 扩 增 和 测序 
时 ， 发 现 该 序列 获得 率 仅 为 18%。 本 研究 采用 1F/724R 对 rbcL 序列 进行 扩 增 ， 成 功 获得 了 
rbcL 片段 ， 但 序列 变异 率 低 (0.15%) ， 远 小 于 在 韩国 基 草 属 植物 中 的 变异 水 平 (Jung & 
Choi, 2010)， 不 能 对 海 三 楼 芒 草 及 其 近 缘 种 进行 有 效 区 分 。 

叶绿体 tRNA 基因 trnL (UAA) 内 含 子 具有 催化 功能 ， 且 存在 二 级 结构 区 uhsel et al., 
1990)， 因 此 序列 变异 率 较 低 ; 而 trnL-trnF 间隔 区 面临 的 选择 压力 小 ， 进 化 速度 快 ， 适 用 
于 分 类 阶 元 较 低 的 类 群 间 的 系统 发 育 研 究 (Taberlet et al, 1991) 。 但 本 研究 结果 表明 ， 这 两 
条 序列 在 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 中 非常 保守 ， 变 异 率 和 种 间 差 异 极 小 或 为 零 ， 不 适宜 作为 
海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 鉴定 的 候选 DNA 条 形 码 。 

Starr 等 (2009) 研 究 了 5 个 DNA AIAG HEX CmatK, rbcL, 7poCl, rpoB, trnH-psbA) 在 
草草 属 下 Deweyanae 1H. Phyllostachyae 组 和 Griseae 组 植物 中 的 表现 ， 结 果 表 明 ， 单 一 的 
DNA 条 形 码 片段 的 物种 分 辨 率 均 不 超过 60%。 在 本 研究 中 ， 单 一 片段 在 海 三 棱 艺 草 及 其 近 
缘 种 中 的 鉴定 效率 最 高 为 52.4% GnatKO. ， 仅 有 11 个 个 体 被 成 功 鉴 定 。 说 明 采 用 单一 片段 
均 无 法 对 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 进行 有 效 区 分 。 于 是 我 们 进一步 分 析 了 DNA 条 形 码 组 合 
片段 在 海 三 棱 艺 草 及 其 近 缘 种 间 的 物种 分 辨 率 。 叶 绿 体 基因 被 认为 作为 一 个 整体 (连锁 ) 
遗传 ， 所 以 各 区 段 的 叶绿体 序列 可 以 直接 进行 联合 分 析 。 本 研究 发 现 ， 将 两 个 叶绿体 基因 
条 形 码 序 列 进行 组 合 后 ， 物 种 的 鉴定 效率 也 相应 的 提升 了 。matK +rbcL 和 matK + ndhF 的 
片段 组 合 的 物种 分 辨 率 分 别提 升 至 61.9%、61.9%。 说 明 对 DNA 条形码 进行 联合 分 析 能 够 
提供 更 多 有 效 信息 位 点 ， 从 而 提高 研究 结果 的 准确 性 和 可 靠 性 (Fazekas et al., 2008)。 被 子 
植物 的 遗传 背景 复杂 ， 叶 绿 体 基因 序列 相对 保守 ， 进 化 缓慢 ， 提 供 的 信息 位 点 数 相对 较 少 。 
研究 表明 核 基 因 片 段 ATS) 可 能 与 植物 物种 形成 联系 更 加 紧密 ， 序 列 的 分 化 速度 更 快 
(Wang et al., 2011)， 研 究 者 们 建议 将 叶绿体 基因 片段 与 核 基 因 组 DNA 条 形 码 一 起 用 于 植物 
近 缘 种 的 分 类 学 研究 ( 刘 建 全 , 2015)。 本 研究 发 现 ITS + matk 序列 组 合 的 物种 鉴定 效率 为 所 
有 组 合 片段 中 最 高 的 〈71.4%) ， 基 本 上 能 实现 对 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 的 鉴别 。 综 合 
虑 实验 成 本 与 收益 、 条 形 码 通用 性 和 物种 鉴定 能 力 等 因素 ， 我 们 建议 将 ITS + matK 序列 组 
合作 为 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 鉴定 的 最 佳 DNA 条 形 码 。 
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i5 AER 2 EL EAE AR, 1965; Tatanov, 2007); 但 从 形态 特 
TERA 〈 表 2) ， 其 “有 具 球 茎 ; BA 20 HR. EDnskBUECU WER KA RET, 
而 且 小 坚果 表面 的 网 状 纹饰 也 与 水 葱 属 小 坚果 的 平滑 型 纹饰 不 符 ， 应 将 其 归 入 三 棱 草 属 
(Dai et al., 2010)。 本 研究 基于 联合 的 ITS + matK 序列 构建 了 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 的 系统 
发 育 树 ， 结 果 表 明海 三 棱 芒 草 与 三 楼 草 属 的 其 他 3 个 物种 形成 一 支 ， 明 显 与 水 莹 属 分 开 ， 
文 持 率 为 100%， 因 此 本 研究 结果 不 支持 将 海 三 校 若 草 作 为 水 萄 属 和 三 校 草 属 的 属 间 杂 交 
种 ， 支 持 将 其 归 入 三 棱 草 属 ， 这 也 与 杨梅 (2010) 基 于 ITS 序列 对 海 三 棱 荐 草 的 进行 系统 发 
育 研究 的 结论 相符 合 。 另 外 ， 系 统 发 育 树 结 果 还 显示 : SS PME IUE E SUE B A, 
一 方面 为 海 三 棱 套 草 和 海滨 三 棱 草 是 同一 个 物种 提供 了 分 子 证 据 ， 另 一 方面 ， 本 研究 中 海 
滨 三 棱 草 只 有 一 个 样品 不 与 同 种 其 它 样品 最 近 而 与 海 三 棱 荐 草 最近 ， 且 后 验 概率 仅 为 0.09， 
这 意味 着 该 节点 可 能 不 存在 ， 但 不 排除 两 个 种 互 为 单 系 的 可 能 ， 即 从 分 子 证 据 上 来 说 海 三 
棱 茂 草 与 海滨 三 棱 草 也 可 能 是 三 棱 草 属 的 两 个 物种 。 结 合 形态 学 研究 和 二 者 的 生境 、 分 布 
区 分 析 可 以 发 现 〈 表 2、3) ， 海 三 棱 荐 草 与 海滨 三 棱 草 在 形态 上 几乎 一 致 ， 唯 有 在 小 穗 鳞 
片 长 度 和 下 位 刚毛 长 度 上 存在 细微 差异 ， 二 者 生境 一 致 ， 均 为 沿海 沼泽 或 内 陆 湖滨 及 河岸 ; 
二 者 分 布 区 的 区 系 成 分 基本 一 致 (吴征 锐 等 ，2010)， 但 有 具体 分 布点 差异 较 大 ( 表 3) TH 
是 未 见 海 三 棱 艺 草 国 外 分 布 的 报道 ， 这 应 该 是 海 三 棱 亡 草 和 海滨 三 棱 草 两 种 名 长 期 混淆 导 
致 的 。 综 上 ， 本 研究 结果 不 支持 海 三 核 万 草 源 自 三 棱 术 萄 和 扁 秆 荆 三 校 种 间 杂 交 的 说 法 
(Yang et al., 2009)， 而 应 将 其 纳入 到 三 棱 草 属 中 ;不 支持 Koyama (1980) f£ H B6 78$ = b ER 3c 
为 扁 杆 荆 三 棱 的 异 名 的 观点 ， 支 持 海 三 棱 芒 草 为 海滨 三 棱 草 异 名 的 推论 ( 宋 晨 短 等 ，2019)。 

综 上 所 述 ， 本 研究 通过 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 的 DNA 条 形 码 研究 ， 一 方面 筛选 并 明确 
J ITS +ma 丰 组 合 序列 为 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 分 辨 率 最 高 的 DNA 条 形 码 片段 组 合 ， 另 
一 方面 通过 将 分 子 、 形 态 和 植物 地 理学 证 据 相 结合 ， 明 确 了 应 将 海 三 棱 荐 草 纳 入 到 三 棱 草 
属 中 ， 其 应 为 海滨 三 棱 草 的 异 名 ， 为 今后 海 三 棱 荐 草 及 其 近 缘 种 的 分 类 学 研究 奠定 了 理论 
基础 。 本 研究 仅 选 用 了 6 组 DNA 条 形 码 候选 序列 进行 研究 ， 有 关 三 棱 草 属 植物 的 DNA 条 
形 码 研究 有 待 进一步 展开 。 
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